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Dieses Dokument (prEN ISO 20136:2018) wurde vom Technischen Komitee IULTCS „International Union of 
Leather Technologists and Chemists Societies“ in Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee 
CEN/TC 289 „Leder“ erarbeitet, dessen Sekretariat von UNI gehalten wird. 

Dieses Dokument ist derzeit zur parallelen Umfrage vorgelegt. 

Dieses Dokument wird EN ISO 20136:2017 ersetzen. 

Der Text von ISO/DIS 20136:2018 wurde von CEN als prEN ISO 20136:2018 ohne irgendeine Abänderung 
genehmigt. 
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ISO (die Internationale Organisation für Normung) ist eine weltweite Vereinigung nationaler 
Normungsorganisationen (ISO-Mitgliedsorganisationen). Die Erstellung von Internationalen Normen wird 
üblicherweise von Technischen Komitees von ISO durchgeführt. Jede Mitgliedsorganisation, die Interesse an 
einem Thema hat, für welches ein Technisches Komitee gegründet wurde, hat das Recht, in diesem Komitee 
vertreten zu sein. Internationale staatliche und nichtstaatliche Organisationen, die in engem Kontakt mit ISO 
stehen, nehmen ebenfalls an der Arbeit teil. ISO arbeitet bei allen elektrotechnischen Themen eng mit der 
Internationalen Elektrotechnischen Kommission (IEC) zusammen. 

Die Verfahren, die bei der Entwicklung dieses Dokuments angewendet wurden und die für die weitere Pflege 
vorgesehen sind, werden in den ISO/IEC-Direktiven, Teil 1 beschrieben. Es sollten insbesondere die 
unterschiedlichen Annahmekriterien für die verschiedenen ISO-Dokumentenarten beachtet werden. Dieses 
Dokument wurde in Übereinstimmung mit den Gestaltungsregeln der ISO/IEC-Direktiven, Teil 2 erarbeitet 
(siehe www.iso.org/directives). 

Es wird auf die Möglichkeit hingewiesen, dass einige Elemente dieses Dokuments Patentrechte berühren 
können. ISO ist nicht dafür verantwortlich, einige oder alle diesbezüglichen Patentrechte zu identifizieren. 
Details zu allen während der Entwicklung des Dokuments identifizierten Patentrechten finden sich in der 
Einleitung und/oder in der ISO-Liste der erhaltenen Patenterklärungen (siehe www.iso.org/patents). 

Jeder in diesem Dokument verwendete Handelsname dient nur zur Unterrichtung der Anwender und 
bedeutet keine Anerkennung. 

Für eine Erläuterung des freiwilligen Charakters von Normen, der Bedeutung ISO-spezifischer Begriffe und 
Ausdrücke in Bezug auf Konformitätsbewertungen sowie Informationen darüber, wie ISO die Grundsätze der 
Welthandelsorganisation (WTO) hinsichtlich technischer Handelshemmnisse (TBT) berücksichtigt, siehe 
www.iso.org/iso/foreword.html. 

Dieses Dokument wurde von der Kommission für chemische Prüfungen der „International Union of Leather 
Technologists and Chemists Societies“ (IUC Commission, IULTCS) in Zusammenarbeit mit dem Europäischen 
Komitee für Normung (CEN), Technisches Komitee CEN/TC 289, Leder, dessen Sekretariat von UNI gehalten 
wird, gemäß der Vereinbarung über technische Kooperation zwischen ISO und CEN (Wiener Vereinbarung) 
erarbeitet. 

IULTCS wurde 1897 gegründet und ist eine weltweite Organisation professioneller Ledergesellschaften zur 
Weiterentwicklung der Lederwissenschaft und -technologie. IULTCS besteht aus drei Kommissionen, die für 
die Festlegung internationaler Verfahren der Probenahme und Prüfung von Leder zuständig sind. ISO 
erkennt IULTCS als ein internationales Normungsinstitut für die Vorbereitung von Prüfverfahren von Leder 
an. 

Diese zweite Ausgabe ersetzt die erste Ausgabe (ISO 20136:2017), die folgendermaßen technisch 
überarbeitet wurde: 

— Das Verfahren B in der ersten Ausgabe beschreibt ein geschlossenes O2-Kreislaufsystem. Dieses System 

hatte den Nachteil, dass die O2-Konzentration und damit auch die Aktivität der Mikroorganismen mit 

der Zeit abnahm. Jetzt wurde ein offenes O2-Kreislaufsystem entwickelt, bei dem keine O2-Begrenzung 

vorliegt und somit die Aktivität der Mikroorganismen stets optimal ist. 

— Eine Erläuterung zu dem Berechnungsverfahren der Ergebnisse wurden dem Verfahren B hinzugefügt. 
Berechnet wird das während der Prüfung akkumulierte CO2 (Fläche unterhalb der Kurve CO2-Mole über 

die Zeit). 

— Die Möglichkeit, kommunales Abwasser anstelle von Gerbereiabwässern als ein Inokulum zu 
verwenden, wurde aufgenommen. 
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Eines der größten Probleme der Schuhindustrie ist die Abfallbehandlung. Obgleich dieser Abfall, vor allem 
im Falle von Leder, durch die aktuelle Gesetzgebung nicht als gefährlich betrachtet wird, so fällt er dennoch 
in großen Mengen an, was ein Problem für kommunale Abfalldeponien darstellt. 

Das Ziel des Gerbungsverfahrens ist die Vermeidung der Verwesung der Haut und die Erhöhung der 
Beständigkeit des erhaltenen Leders. Zu diesem Zweck werden chemische und biologische Wirkstoffe 
eingesetzt, welche die Denaturierung des stromalen Proteins Kollagen verhindern und daher zu 
physikochemischen Änderungen der Haut führen. 

Es wird ein breites Spektrum verschiedener Wirkstoffe zur Gerbung des Leders verwendet, welche auf 
organischen Produkten, Pflanzenextrakten oder anorganischen Produkten, hauptsächlich Metallen, basieren 
können. 

Das am häufigsten eingesetzte Gerbmittel in der Schuhindustrie ist Chrom (III), welches die Haut mit 
wünschenswerten Eigenschaften, wie Elastizität, leichtes Polieren, gute Atmungsaktivität und 
Dampfdurchlässigkeit, versorgt. Jedoch erzeugt die traditionelle Gerbereiindustrie (und vor allem das 
Verfahren der Chromgerbung) Abfälle, welche eine Umweltgefahr darstellen. Ebenfalls weisen 
chromgegerbte Häute und Felle eine zu lange Lebensdauer auf, welche die Nutzungsdauer der Endprodukte 
weit übersteigt. Daher wäre der Einsatz von Additiven, welche weniger schädlich gegenüber der Umwelt 
sind und Produkte erzeugen, die einen schnelleren Abbau aufweisen, sobald das Material seinen Zweck 
erfüllt hat, vorzuziehen, um die Entstehung von Abfallprodukten einzuschränken. 

In dieser Branche ist die Entwicklung schneller Verfahren zur Quantifizierung des biologischen Abbaus von 
Ledern, welche mit alternativen Gerbmitteln behandelt wurden, notwendig, um festzustellen, ob diese eine 
bessere biologische Abbaubarkeit aufweisen als ihre Vorgänger. Die in diesem Dokument beschriebene 
Herangehensweise strebt die Fertigstellung dieser Art der Analyse innerhalb einer Prüfdauer von nicht mehr 
als 50 Tagen an. 
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Dieses Dokument legt ein Prüfverfahren fest, mit dem durch die indirekte Bestimmung von CO2, das durch 

den Abbau von Kollagen entsteht, der Grad und die Geschwindigkeit des aeroben Bioabbaus von entweder 
gegerbten oder ungegerbten Fellen und Häuten unterschiedlichen tierischen Ursprungs bestimmt wird. 

Die Prüfsubstanz wird einem Inokulum (Belebtschlamm aus Gerbereiabwässern) in einem wässrigen 
Medium ausgesetzt. Wenn sich keine Gerberei in der Nähe befindet, kann kommunales Abwasser als 
Inokulum verwendet werden. 

Die in diesem Dokument festgelegten Bedingungen entsprechen den optimalen Laborbedingungen zum 
Erreichen des maximalen Grades des Bioabbaus. Jedoch entsprechen sie möglicherweise nicht den optimalen 
Bedingungen oder dem maximalen Grad des Bioabbaus im natürlichen Medium. 

Im Allgemeinen deckt das experimentelle Verfahren die Bestimmung des Grades und der Geschwindigkeit 
des Bioabbaus des Materials unter kontrollierten Bedingungen ab, welches die Analyse des freigesetzten 
Kohlenstoffdioxids, das während der gesamten Prüfung gebildet wurde, ermöglicht. Für diesen Zweck 
entspricht die Prüfvorrichtung den strikten Anforderungen in Bezug auf die Regelung des Durchflusses, der 
Temperatur sowie der Bewegung. 

Dieses Verfahren gilt für die folgenden Materialien: 

— natürliche Polymere von tierischem Stroma (tierisches Gewebe/tierische Häute); 

— tierische Felle und gegerbte Häute (Leder) mit organischen oder anorganischen Gerbstoffen; 

— Leder, die unter Prüfbedingungen die Aktivität der im Inokulum vorhandenen Mikroorganismen nicht 
hemmen. 

 

Es gibt keine normativen Verweisungen in diesem Dokument. 

 

Für die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe. 

ISO und IEC stellen terminologische Datenbanken für die Verwendung in der Normung unter den folgenden 
Adressen bereit: 

— IEC Electropedia: unter http://www.electropedia.org/ 

— ISO Online Browsing Platform: unter http://www.iso.org/obp 

Diffusor mit Porengröße von 100 Mikrometer bis 160 Mikrometer 

Anmerkung 1 zum Begriff: Diese Messung ist Standard. 

Belebtschlamm aus Gerbereiabwässern 
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 Symbole und Abkürzungen 

[Ba(OH)2] Bariumhydroxid 

C Kohlenstoff 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

GL18 Gewinde werden mit H-SA V40/45 Erlenmeyerkolben® verwendet (Volumen von 
5 000 ml) 

GL14 Gewinde werden mit H-SA V29/32 Erlenmeyerkolben® verwendet (Volumen von 
2 000 ml) 

H-SA V 29/32 Innen- und Außenmaße der Blende an der Öffnung der Erlenmeyerkolben® in Millimeter 

H-SA V H40/45 Innen- und Außenmaße der Blende an der Öffnung der Erlenmeyerkolben® in Millimeter 

IR Infrarot 

PSA Druckwechsel-Adsorption (en: pressure swing adsorption) 

Qnar Gesamtluftvolumen, in mol/h, des Gasgemisches, das durch das System geleitet wird 

5 Kurzbeschreibung 

Dieses Verfahren umfasst die quantitative Bestimmung von CO2, das während des Abbaus der Aminosäuren, 

aus denen das Kollagenpolymer besteht, durch die Einwirkung von in Belebungsbecken für 
Gerbereiabwässer vorhandenen Mikroorganismen, gebildet wird. Das gebildete CO2 ist der in dem Polymer 

vorhandenen Menge an Kohlenstoff (C) stöchiometrisch proportional. Der anfänglich in jeder der geprüften 
Proben vorhandene prozentuale Kohlenstoffanteil wird durch Elementaranalyse bestimmt. Das während der 
Prüfung akkumulierte CO2 wird mithilfe mathematischer Gleichungen in den prozentualen Bioabbau 

umgewandelt. Die Prüfungen müssen in doppelter Ausführung in Gegenwart einer positiven Kontrolle, 
bestehend aus minimalem Prüfmedium (6.2), Inokulum (Belebtschlamm aus Gerbereiabwässern) und 
Kollagen, sowie einer negativen Kontrolle, die nur aus minimalem Prüfmedium und Inokulum besteht, 
durchgeführt werden. Die Prüfergebnisse sind als gültig zu betrachten, wenn der Grad des Bioabbaus der 
positiven Kontrolle (reines Kollagen) gleich oder größer als 70 % ist. 

Die Prüfungen müssen mit Vorrichtungen ausgeführt werden, welche in der Lage sind, die für diese 
Prüfungen notwendigen Bedingungen herzustellen. Bewegung, Temperatur und Zufuhr von CO2-freier Luft 

sollten kontrolliert werden. 

Der im zu untersuchendem Kollagen vorhandene anfängliche prozentuale Kohlenstoffanteil (C) wird durch 
Elementaranalyse der Messprobe bestimmt. Der prozentuale Bioabbau schließt nicht die Menge an 
Kohlenstoff ein, der in neue Zellmasse (Biomasse) umgewandelt und während der Prüfung nicht zu 
Kohlenstoffdioxid umgesetzt wurde. 

5.1 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch manuelle Titration: Verfahren A 

Dieses Prüfverfahren bestimmt den prozentualen Bioabbau von gegerbten und ungegerbten Fellen und 
Häuten durch die indirekte Messung von CO2, das während des Abbaus von Kollagen, dem Hauptbestandteil 

der Haut, durch die Einwirkung der in den Gerbereiabwässern vorhandenen Mikroorganismen gebildet 
wird. 

Das während der Prüfung freigesetzte CO2 wird indirekt durch die Reaktion von [Ba(OH)2] mit CO2 

bestimmt, das als Bariumcarbonat (BaCO3) ausfällt. Die Menge an gebildetem CO2 wird durch Titration des 
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verbleibenden Bariumhydroxids mit 0,05 mol/l Salzsäurelösung bestimmt. Diese Messungen werden täglich 
während der gesamten Prüfung durchgeführt. 

Die Bioabbaubarkeit wird durch die indirekte Messung des freigesetzten CO2 als Funktion der Zeit bestimmt 

und der Grad des Bioabbaus durch die Differenz zwischen dem anfänglichen Kohlenstoffanteil im Kollagen 
und dem verbleibenden Gehalt an löslichem organischem Kohlenstoff, der im Laufe des Verfahrens nicht in 
CO2 umgewandelt wurde, berechnet (siehe Bilder A.1 bis A.3, Anhang A). 

5.2 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch Infrarot-Detektion: Verfahren B 

Mit diesem Verfahren wird die Bioabbaubarkeit durch die Quantifizierung des während des Abbaus von 
Kollagen gebildeten CO2 mittels direkter IR-Detektion und kontinuierlicher Überwachung der 

CO2-Konzentration mit einer Vorrichtung bestimmt, die in der Lage ist, zwölf Reaktionskolben gleichzeitig zu 

bewerten (siehe Bild B.1 bis B.5, Anhang B). 

Mit der Vorrichtung (siehe Bild B.1, Anhang B) kann der CO2-Wert mehrerer Proben, die in verschiedenen 

Reaktionskolben enthalten sind, gemessen werden. Während des Abbaus der Probe durch die Einwirkung 
der Mikroorganismen entstehendes CO2 wird mithilfe eines Infrarotdetektors gemessen. Dieser Detektor 

wird durch ein Multiplexer-System gesteuert, das aus einer rotierenden Trommel mit zwölf Einlasskanälen 
besteht, wobei jeder Luftauslass der Reaktionskolben mit einem Lufteinlass des Multiplexer-Systems 
verbunden ist. Die Trommel verfügt über einen Auslass, der direkt mit einem Luftstrommessgerät (l/h) und 
anschließend mit einem luftdichten Behälter, in dem sich der CO2-Sensor befindet, verbunden ist. In 

Anhang B (siehe Tabelle B.1) sind die Parameter, Maßeinheiten und Messwertbereiche zusammengefasst. 
Die Werte für Luftstrom und CO2-Konzentration werden in einem Datenerfassungssystem gespeichert, das 

an einen Computer angeschlossen ist. 

6 Chemikalien 

Die bei den Prüfungen verwendeten Reagenzien sind für die in diesem Dokument beschriebenen Verfahren 
(Verfahren A und Verfahren B) gleich, lediglich mit einigen Anpassungen an das Volumen der für jede 
Verfahrensweise spezifischen Reaktionskolben (Verfahren A: ein endgültiges Flüssigkeitsvolumen von 
2,68 l; Verfahren B: ein endgültiges Flüssigkeitsvolumen von 1 l). 

6.1 Deionisiertes oder ultrareines (Milli Q®1)) Wasser, frei von toxischen Substanzen mit einem 
spezifischen elektrischen Widerstand  18 M / cm. 

6.2 Prüfmedium: Es werden nur Reagenzien mit anerkannter Analysenreinheit verwendet. 

6.2.1 Es werden synthetische Stammlösungen durch Auflösen der folgenden Reagenzien mit destilliertem 
Wasser so hergestellt, dass jeweils 1 l entsteht: 

6.2.1.1 Eisenchlorid (FeCl3•6H2O), 1,00 g. 

6.2.1.2 Magnesiumsulfat (MgSO4•7H2O), 22,5 g. 

6.2.1.3 Calciumchlorid (CaCl2•2H2O), 36,43 g. 

                                                                 

1) Milli Q® ist ein Beispiel für ein passendes Produkt, das im Handel erworben werden kann. Diese Information dient 
zur Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produktes durch 
ISO. 
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6.2.1.4 Phosphatpuffer KH2HPO4 8,5 g, K2HPO4•3H2O 28,5 g, Na2HPO4 17,68 g und NH4Cl 1,7 g für eine 

Gesamtmenge von 56,38 g. 

6.2.1.5 Ammoniumsulfat [(NH4)2SO4], 40 g. 

6.2.2 Das Prüfmedium muss aus den folgenden Reagenzien, aufgelöst mit qualitativ hochwertigem 
destilliertem Wasser, sodass 1 l entsteht, bestehen: 

6.2.2.1 Magnesiumsulfatlösung, 2 ml. 

6.2.2.2 Calciumchloridlösung, 2 ml. 

6.2.2.3 Phosphatpufferlösung, 4 ml. 

6.2.2.4 Eisenchloridlösung, 2 ml. 

6.2.2.5 Ammoniumsulfatlösung, 2 ml. 

6.3 Messproben: Als positive Kontrolle wird Kollagen Typ I (Sigma®2) oder ähnlich) verwendet. 
Messproben müssen im Wesentlichen aus natürlichen Polymeren oder Leder aus der Gerbereiindustrie 
bestehen, die zur Herstellung von Lederbekleidung verwendet werden. 

6.4 Nur bei Verfahren A: Bariumhydroxidlösung, 0,025 mol/l, wird durch Auflösen von 4,0 g [Ba(OH)2] je 

Liter destilliertes Wasser hergestellt. Festes Material ist abzufiltrieren, die Molarität ist durch Titration mit 
einer Säure-Standard-Lösung zu bestätigen und die Lösung ist als klare Lösung in einem verschlossenen 
Kolben aufzubewahren, um die Absorption von CO2 aus der Luft zu verhindern. Es wird empfohlen, dass 5 l 

zu dem Zeitpunkt hergestellt werden, an dem eine Reihe von Prüfungen durchgeführt wird. 

7 Geräte und Hilfsmittel 

Die üblichen Laborgeräte und insbesondere die Folgenden: 

7.1 Analysenwaage, geeignet für Ablesungen bis 0,000 1 g. 

7.2 Pipetten, Fassungsvermögen 5 ml bis 25 ml. 

7.3 Mikropipetten, 500 l und 1 000 l. 

7.4 Messkolben, 1 l. 

7.5 Büretten, 100 ml. 

7.6 Autonome Quelle für CO2-freie Luft, bestehend aus einem geräuscharmen Kompressor, der mit 

einem System zur Druckwechsel-Adsorption (en: pressure swing adsorption, PSA) verbunden ist, das mit 
einem Molekularsieb ausgestattet ist. 

7.7 Sepiolith, zum Herausfiltern von Verunreinigungen und Luftfeuchte aus dem Belüftungssystem. 

7.8 Verschlüsse, undurchlässiger flexibler CO2 Kunststoffschlauch. 

                                                                 

2) Sigma® ist ein Beispiel für ein passendes Produkt, das im Handel erworben werden kann. Diese Information dient 
zur Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produktes durch 
ISO. 
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7.9 Salzsäure, 0,05 mol/l. 

7.1.0 Prüfgefäße: 

7.10.1 Verfahren A: Acht 5-l-Erlenmeyerkolben®3) (Reaktionskolben) für jede Prüfung (2 Kontrollen und 
2 Messproben je Prüfung). 5 000-ml-Erlenmeyerkolben®, Modelltyp H-SA V H40/50, sowie auch 
V2-Destillieraufsätze mit GL18-Gewinden und Filterporen-Diffusor Nr. 1, müssen eingesetzt werden. Das 
Volumen der Flüssigkeit (Kulturmedium   Inokulum) muss insgesamt 2,5 l betragen. 

7.10.2 Verfahren B: Zwölf Kolben mit einem Prüfvolumen von 1 l (Reaktionskolben), die einen 
Destillationsaufsatz und einen Luftdiffusor umfassen, die zur Durchführung der Prüfungen (2 Kontrollen und 
4 Proben in doppelter Ausführung) genutzt werden. Die Erlenmeyerkolben® müssen ein Fassungsvermögen 
von 2 000 ml und 3 Öffnungen (Anschlüsse) haben und dem Modelltyp H-SA V 29/32 (SQ13) entsprechen. 
Sie müssen V2-Destillationsaufsätze mit GL14-Gewinden (6 mm am Lufteinlass und 8 mm am Luftauslass) 
und Filterporen-Diffusor Nr. 1 haben. Das Volumen der Flüssigkeit (Kulturmedium   Inokulum) muss 
insgesamt 1 l betragen. 

7.11 Prüfausrüstung 

7.11.1 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch manuelle Titration (Vorrichtung A) 

Die Vorrichtung A ist so konzipiert, dass die CO2-freie Luft durch eine Reihe von sieben Erlenmeyerkolben® 

(Vorbehandlungskolben) geleitet wird, die das verbleibende Kohlenstoffdioxid im Luftstrom aus der PSA-
Vorrichtung (7.6) abfangen. Das Luftsystem wird dann in acht Leitungen aufgeteilt, die durch acht Ventile 
geregelt werden, die eine unabhängige Steuerung des Durchflusses ermöglichen und wiederum acht 
Erlenmeyerkolben® (Reaktionskolben) versorgen, die sich innerhalb des Behälters befinden. Der Auslass 
von jedem der acht Erlenmeyerkolben® ist direkt mit einer Reihe von drei Erlenmeyerkolben® aus Glas 
(Analysekolben) verbunden, die jeweils 100 ml 0,025 mol/l [Ba(OH)2], enthalten, aus denen die Ergebnisse 

ermittelt werden (siehe Bilder A.2 und A.3, Anhang A). 

Die Vorrichtung verfügt ebenfalls über einen Thermostat, der die Temperatur der Reaktionskolben durch die 
Rückführung von Wasser in einem geschlossenen Kreislauf regelt. Die Prüfung erfolgt bei (23 °1) °C. Die 
Reaktionskolben werden während der gesamten Prüfdauer kontinuierlich bei 24 min 1 bewegt (hin- und 
hergehende Bewegung). 

Das Volumen des Inokulums jedes Kolbens variiert abhängig vom Aktivitätsgrad und liegt zwischen 10 % 
und 20 % des Gesamtvolumens (Inokulum   minimales Prüfmedium) von 2,5 l. Wenn das Inokulum aus 
kommunalem Abwasser stammt, kann das Gesamtvolumen (Inokulum   minimales Prüfmedium) bis auf 
40 % ansteigen. 

Die Luft des Generators muss durch das PSA-System geleitet werden, das vor Beginn der Prüfung 16 h (über 
Nacht) lang betrieben worden sein muss, um sicherzustellen, dass eine stabile CO2-Konzentration von 

weniger als 1 ppm im Luftstrom erreicht wird. 

Während der Prüfung wird ein konstanter CO2-freier Luftstrom von 150 ml/min zu jedem Reaktionskolben 
geliefert. Der Luftstrom wird regelmäßig an jedem Auslass mithilfe von skalierten Durchflussmessgeräten 
überprüft, um sicherzustellen, dass das System leckagefrei ist. 

                                                                 

3) Erlenmeyer® ist ein Beispiel für ein passendes Produkt, das im Handel erworben werden kann. Diese Information 
dient zur Unterrichtung der Anwender dieser Internationalen Norm und bedeutet keine Anerkennung dieses Produktes 
durch ISO. 
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Die quantitative Bestimmung des durch den aeroben Abbau der Messprobe durch Mikroorganismen 
gebildeten CO2 erfolgt durch Messung des Grades der Karbonisierungvon 0,025 mol/l [Ba(OH2)], das in den 

drei Analysekolben enthalten ist, die mit jedem Reaktionskolben verbunden sind. Die Analysekolben werden 
alle 24 h durch neue Kolben mit der gleichen Anfangsmenge an 0,025 mol/l [Ba(OH2)] ersetzt. 

Die Werte der täglichen quantitativen Bestimmung der Karbonisierungvon [Ba(OH2)] werden in eine 

Tabellenkalkulation eingegeben, die dann diese Werte in den prozentualen Bioabbau umwandelt 
(Abschnitt 11). 

7.11.2 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch IR-Detektion (Vorrichtung B) 

Die Vorrichtung arbitet kontinuierlich in einem offenen System, in dem die CO2-freie Luft (7.6) mithilfe einer 

Pumpe durch das System zirkuliert (siehe Bilder B.1 bis B.5, Anhang B). Zur Erhöhung der Menge des in der 
flüssigen Phase gelösten Sauerstoffs erfolgt der Einlass von Luft in den Reaktionskolben durch die 
Anwendung eines Luftdiffusors, der im Destillationsaufsatz integriert ist und Kontakt mit dem flüssigen 
Medium hat. 

Der in jeden Kolben eingeleitete Luftstrom wird durch ein System individueller Druckmessgeräte 
kontrolliert. Das System ist auch mit einem digitalen Luftstrommesssystem ausgestattet. Die digitalen Daten 
für jede Messung und jeden Kolben werden in einer Datei gespeichert und anhand einer Kalibrierkurve 
anschließend in l/h umgewandelt. 

Die Vorrichtung ist mit einem Thermostatsystem ausgestattet, das in der Lage ist, die Temperatur der 
Reaktionskolben mittels eines thermostatierten Behälters zu regeln. Das Behälterwasser befindet sich in 
einem Rückführungssystem, das wiederum mit einem Kryothermostat verbunden ist, der eine 
Wasserzirkulation bei einer Temperatur von (23 °2) °C ermöglicht. 

Um konstante Bewegung der mikrobiellen Suspension und Proben zu erreichen, ist die Vorrichtung mit 
einem System ausgestattet, das eine Anordnung von zwölf Magneten umfasst, die mit zwölf Motoren 
gekoppelt sind, die so unter dem Tankboden angeordnet sind, dass jeder Magnet einem Reaktionskolben 
entspricht. Bewegung der mikrobiellen Suspension und Proben wird erreicht, indem in jeden Kolben ein 
Magnet gegeben wird. Die Rührgeschwindigkeit (in Umdrehungen je Minute, min-1) wird mit spezieller 
Hardware eingestellt. 

Alle wichtigen Quantifizierungsparameter sind in Tabelle B.1, Anhang B angegeben. 

Der CO2-Wert der in den Kolben befindlichen Proben wird mit einem Multiplexer-System sequentiell 

gemessen. Dieses System besteht aus einer rotierenden Trommel mit zwölf Einlasskanälen und einem 
Auslass, der direkt mit einem luftdichten Behälter verbunden ist, in dem sich der CO2-Sensor befindet. Jeder 

Luftauslass der Reaktionskolben ist mit einem Lufteinlass des Multiplexer-Systems verbunden. Bei jeder 
Rotation wählt die Trommel nur einen der Einlässe und stellt eine direkte Verbindung zwischen dem 
gewählten Einlass eines der Reaktionskolben und dem Behälter, in dem sich der Sensor befindet, her und 
blockiert die anderen Einlässe. Ein Schrittmotor lässt das Multiplexer-System rotieren, um den 
entsprechenden Einlass zu wählen, und speziell entwickelte Hardware und die zugehörige Software regeln, 
welcher der zwölf Einlässe gewählt wird. Auf diese Weise ist es möglich, Informationen über das gebildete 
CO2 (ppm) und den entsprechenden Luftstrom (l/h) eines bestimmten Kolbens zu einem festgelegten 

Zeitpunkt zu speichern. 

Das minimale Prüfmedium und das Inokulum werden in die Erlenmeyerkolben® hinzugefügt. Das Volumen 
des Inokulums in jedem Kolben variiert abhängig vom Aktivitätsgrad und liegt zwischen 10 % und 20 % des 
Gesamtvolumens (Inokulum   minimales Prüfmedium) von 1 l. Wenn das Inokulum aus kommunalem 
Abwasser stammt, kann das Gesamtvolumen (Inokulum   minimales Prüfmedium) bis auf 40 % ansteigen. 
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Anschließend werden die Einlass- und Auslassverbindungen des CO2-Detektors angebracht. Die Bewegungs- 

und die Temperaturregelung werden eingeschaltet und die Prüfung wird auf dem Computer gestartet, der 
für eine Zeitdauer von 16 h (über Nacht) für die angemessene Bedingung der im Medium vorhandenen 
Mikroorganismen sorgt. Danach werden Kollagen (in die positiven Kontrollen) und Leder (in die Proben) 
hinzugefügt. 

Die Vorrichtung für den Bioabbau ist mit einer Software ausgestattet, die in der Lage ist, die Werte für 
gebildetes CO2 (ppm) und Luftstrom (l/h) in vom Anwender festgelegten Zeitabständen während der 

Prüfung zu kontrollieren und aufzuzeichnen. 

7.11.2.1 Kalibrierungssystem für Vorrichtung B: 

Zwei verschiedene Arten der Kalibrierung werden durchgeführt: CO2-Sensor und Luftstrom. 

7.11.2.1.1 CO2-Sensor-Kalibrierung: Die Kalibrierung des CO2-Messgeräts erfolgt mit besonderen 

Gemischen von Gasen mit unterschiedlichen CO2-Konzentrationen (50 ppm, 150 ppm und 300 ppm) 

zusammen mit einem Gasgemisch mit 99,9 % O2 als CO2-freiem Gemisch. Am Ende der Kalibrierung wird 

eine lineare Kalibrierkurve zwischen 0 ppm und 2 000 ppm entsprechend der Geradengleichung mit 
Y  AX  B und deren jeweiligem Bestimmungskoeffizienten (R2) erstellt. 

7.11.2.1.2 Der digitale Durchfluss wird für jeden Kolben unabhängig mit Rotametern kalibriert (1 für jeden 
Kolben), die vor dem CO2-freien Lufteinlass eines jeden der 12 Kolben positioniert sind. 

Alle Luftstromwerte werden in einem speziell für diese Prüfung entwickelten Softwareprogramm 
gespeichert, das auch ermöglicht, die Parameter zu kontrollieren und alle Daten , des während der Prüfung 
in den verschiedenen Reaktionskolben gebildeten CO2 zu speichern. 

8 Durchführung 

8.1 Sammlung und Herstellung des Inokulums 

Es werden Proben (Abwasser) aus einem Belebungsbecken für Gebereiabwässer als Inokulum verwendet. 
Wenn es keine Gerberei in der Nähe gibt, könnte kommunales Abwasser als Inokulum verwendet werden. 
Die Probe muss frei von großen inerten Gegenständen sein, wie z. B. Lederstücken, die manuell entfernt 
werden müssen. 

Die Probe muss entnommen und unverzüglich in einem tragbaren Kühlbehälter an das Laboratorium 
eingesandt werden, damit ihre ursprünglichen Eigenschaften erhalten bleiben. Zum Entfernen von 
Verunreinigungen wird die Probe dekantiert, und um die Menge an Schwebstoffen zu verringern, sollte das 
Abwasser über Glaswolle filtriert werden. Alternativ wird die Probe bei 1 500 min 1 für 5 min zentrifugiert. 

8.2 Herstellung der Prüfsubstanz und Referenzsubstanz 

Die Aktivität des Inokulums ist während der Prüfung mithilfe einer biologisch abbaubaren Referenzsubstanz 
zu überprüfen, vorzugsweise mit gemahlenem oder geschreddertem Kollagen Typ 1 (Sigma oder ähnlich) 
und durch Messung der CO2-Bildung während dessen Abbaus. Die Referenzsubstanz muss am Ende der 

Prüfung zu 70% oder mehr abgebaut sein, damit eine ausreichende Aktivität des Inokolums gegeben ist. 
Infolge der Möglichkeit, dass das Inokulum suspendierte organische Verbindungen enthält, müssen Kolben, 
die das Inokulum und das Kulturmedium enthalten, als negative Kontrolle mitgeführt werden. Die Werte für 
das in diesen Kolben gebildete CO2 müssen von den Werten, die sich in der positiven Kontrolle und den 

Messproben gebildet haben, subtrahiert werden. 
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8.3 Prüfbedingungen und Inkubationszeit 

Mit Ausnahme der Prüfproben müssen alle Materialien vor der Verwendung autoklaviert werden. Alle 
Prüflösungen und Kulturmedien (mit Ausnahme des Inokulums) müssen vor der Verwendung auch 
autoklaviert werden, mit Ausnahme von Eisenchlorid, das unter sterilen Bedingungen filtriert werden muss. 

Die gesamte Prüfdauer wird durch die Zeitspanne bestimmt, die für die positive Kontrolle 
(Kulturmedium   Kollagen) erforderlich ist, um 70 % des maximalen Grades des Bioabbaus zu 
überschreiten. 

Alle Messproben müssen in gemahlener oder geschredderter Form eingebracht werden. Die 
Anfangskonzentration der Messproben muss zwischen 0,18 g/l bis 0,19 g/l liegen, die absolute Menge für 
jede Prüfung ist 0,5 g (Verfahren A) und 0,18 g bis 0,19 g (Verfahren B). 

8.4 Beendigung der Prüfung 

Die Prüfung sollte als beendet betrachtet werden, wenn die Kollagenprobe (positive Kontrolle) die 
Plateauphase mit Abbaugrad von gleich oder größer als 70 % des ursprünglichen Kohlenstoffs erreicht hat. 

Wenn der Abbaugrad der positiven Kontrolle (reines Kollagen) 70 % erreicht, darf die Prüfung einige Tage 
länger fortgesetzt werden, falls die Proben eine logarithmische Phasenkinetik der CO2-Bildung zeigen und 

um somit der Probe ausreichend Zeit zu geben, ihre maximale Bioabbaubarkeit zu erreichen. 

Zeigt die positive Kontrolle nach 50 Tagen Bioabbauwerte von weniger als 70 %, ist die Prüfung ungültig 
und muss wiederholt werden. 

9 Quantitative Bestimmung 

9.1 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch manuelle Titration (Vorrichtung A) 

9.1.1 Bestimmung des organischen Kohlenstoffgehalts 

Der gesamte organische Kohlenstoffgehalt der zu prüfenden Substanz wird durch Elementaranalyse 
bestimmt. Das ermöglicht die Berechnung der maximalen theoretischen Menge an gebildetem 
Kohlenstoffdioxid. 

Die Substanz entspricht w % (Massenanteil in Prozent) Kohlenstoff; 

w/100 • g der Substanzmengen  Y g Kohlenstoff, eingebracht in den Erlenmeyerkolben® 

a) C  O2  CO2 

b) 12 g C ergeben 44 g CO2 

c) Y mg C ergeben 44/12 • Y mg CO2 
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9.1.2 Bestimmung der Menge an gebildetem Kohlenstoffdioxid (Verfahren A) 

Die gebildete Menge Kohlenstoffdioxid ist mit der negativen Kontrolle (Kulturmedium   Inokulum) zu 
korrigieren durch Subtraktion des Wertes der negativen Kontrolle der Titration von dem Wert der Titration 
der Prüfsubstanz, der mit 0,05 mol/l HCl erhalten wird. 

a) [Ba(OH)2]  CO2  BaCO3  H2O 

b) [Ba(OH)2]  2 HCl  BaCl2  2 H2O 

c) m Mole CO2  (m Mole HCl)/2 

9.1.3 Korrektur hinsichtlich der Äquivalentkonzentration von HCl 

a) m Mole CO2  [(0,05 mol/l) • ml HCl]/2 

b) mg CO2  [(0,05 mol/l) • ml HCl  44]/2  1,1 • ml HCl 

Somit wird die gebildete Menge an Kohlenstoffdioxid, in mg, durch Multiplikation des HCl-Titrationswertes 
mit 1,1 ermittelt. 

9.1.4 Prozentualer Bioabbau aus dem gebildeten Kohlenstoffdioxid 

Die Berechnung des prozentualen Bioabbaus aus dem gebildeten Kohlenstoffdioxid erfolgt wie nachstehend 
angegeben: 

a) (g CO2 gebildet/g CO2 theoretisch) • 100 

b) [(1,1 • ml HCl • 12)/(44 • y)] • 100 

9.2 Beurteilung der Bioabbaubarkeit durch IR-Detektion (Verfahren B) 

9.2.1 Bestimmung des organischen Kohlenstoffgehalts 

Der gesamte organische Kohlenstoffgehalt der geprüften Substanz wird durch Elementaranalyse bestimmt. 
Das ermöglicht die theoretische Berechnung der maximalen Menge an CO2, die in jedem Prüfdurchgang 

gebildet werden kann. 

Die Substanz hat w % (Massenanteil in Prozent) Kohlenstoff; 

w/100 • g der Probe  Y g Kohlenstoff, eingebracht in den Kolben 

a) C  O2  CO2 

b) 12 g C ergeben 44 g CO2 

c) Y g C ergeben 44/12 • Y g CO2 

9.2.2 Bestimmung der Menge an Kohlenstoffdioxid (gebildetes CO2) 

Das während des Abbaus von Proben gebildete CO2 wird von einem im Quantifizierungsgerät integrierten 

IR-Detektor gemessen. Für diesen Zweck wird der Sensor zuvor mit handelsüblichen Kalibriergasgemischen 
zwischen 0 ppm und 1 000 ppm kalibriert (8.4.3.1). 
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9.2.3 Prozentualer Bioabbau aus den CO2-Daten 

Die Berechnung des prozentualen Bioabbaus aus dem gebildeten Kohlenstoffdioxid erfolgt durch die 
Umwandlung von ppm CO2das während der Prüfung gebildet wurde , unter Berücksichtigung des 

Mittelwertes der in den beiden Reaktionskolben für jede Probe (Doppelprüfungen) erhaltenen Werte. Nach 
einer Reihe von mathematischen Berechnungen werden diese Werte in prozentualen Bioabbau 
umgewandelt. Zu diesem Zweck müssen die folgenden Parameter berücksichtigt werden: 

1. eingehender Luftstrom (8.4.3.2) (O2, N2) und ausgehender Gasgemischstrom (O2, N2, CO2) jedes 

Reaktors (Qv), in l/h; 

2. Lufttemperatur im System, in Grad Kelvin (K); 

3. Gesamtdruck (Ptotal) aus atmosphärischem Umgebungsdruck und Reaktordruck, in atm; 

4. Reaktorvolumen, in Liter (l); 

5. CO2-Fraktion am Auslass des IR-Detektors, in Teile pro Million (ppm CO2). 

Der Luftstrom (Qv), in l/h, wird mit der allgemeinen Gleichung für Gase (Ptotal • Qv  Qnar • R • T) in 

Luftstrom (Qnar), in mol/h, umgewandelt. 

Dabei ist 

Ptotal der Gesamtdruck im Kultivierungskolben aus dem atmosphärischen Umgebungsdruck, der von 

der Höhenlage abhängig ist, und dem manometrisch gemessenen Druck; 

Qv der Luftvolumenstrom, der je Stunde durch das System geleitet wird, in Liter; 

Qnar der molare Luftstrom, der je Stunde durch das System geleitet wird, in mol; 

R die Gaskonstante (0,082 atm • L • mol 1 • K 1); 

T die Temperatur der Gasphase, in Grad Kelvin (K), wobei K  °C  273,15 °C. 

Diese Gleichung ermöglicht die Bestimmung der Anzahl der Mole des Gasgemisches als Referenzwert für die 
Transformation von ppm CO2, das während der Prüfung gebildet wird, in prozentualen Bioabbau. Dazu ist es 

notwendig, für jede Messung während der Prüfung den Luftstrom (Qnar), in L•h 1, in CO2-Luftstrom 

(QnCO2), in mol•h 1, umzuwandeln. 

QnCO2  Qnar • ppm CO2, in mol CO2 

Der Luftstrom am Einlass ist gleich dem ausgehenden Gasstrom, da für jedes Mol verbrauchten O2 ein Mol 

CO2 gebildet wird. 

Nach der Berechnung des Mittelwertes von QnCO2 für jede Probe und für jede Entnahmestelle muss der 

QnCO2 der negativen Kontrolle für die jeweilige Entnahmestelle von dem QnCO2 der Probe subtrahiert 

werden. Auf diese Weise ist es möglich, die Molzahl des aus der Probe oder dem Kollagen (positive 
Kontrolle) gebildeten CO2 zu bestimmen, von dem das durch das Inokulum (negative Kontrolle) gebildete 

CO2 bereits abgezogen wurde. 
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